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研究成果の概要（和文）：今まで研究代表者らは出芽酵母の細胞形態を主にして表現型を高次元で定量的に行うことに
より、遺伝子欠損による表現型が似ていると遺伝子機能も類似することをゲノム規模で明らかにしてきた。本研究計画
ではさらに超多次元の拡張パラメータを作製し、遺伝子産物の局在位置・形態情報を定量化するシステムの構築を行な
った。さらに高速化した表現型計測システムを導入することで、標的未知の薬剤について、標的予想を行い、形態プロ
ファイリングによる標的予想システムの有用性を実証した。他のモデル生物でも類をみないこの試みは、細胞システム
全体を視野に入れた動作原理の理解につながり、多くの研究者や産業界にとって有用な知的資産になる。

研究成果の概要（英文）：The primary goal of automated morphological analysis of subcellular structures 
using image extraction and quantification is to ensure objectivity and reproducibility. A well-designed 
experiment followed by appropriate statistical analyses can provide a wealth of biologically meaningful 
information. With regard to budding yeast, it is essential to quantitatively study the phenotype of 
numerous sets of mutants to extract genetically and biologically meaningful information. In this study, 
we addressed some of the biological findings to which quantitative morphological analysis has contributed 
significantly.
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１． 研究開始当初の背景 
 出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）
は、約 6,000 の比較的少数の遺伝子を持つ
真核生物であり、個々の遺伝子の単独破壊
株セットが作成されていることから、遺伝
子機能欠損と表現型との関係を網羅的に
調べるいわゆる Phenome 研究が精力的に
行なわれてきた（Warringer J ら(2003)、
Brown JA ら(2006)、Hillenmeyer ME ら
(2008)）。しかしながらこれらの研究は異な
る条件下での増殖速度を測定するという
単純なものであり、観点は一つに過ぎない。
一方研究代表者らは、多くの観点からの観
察が可能な顕微鏡での画像情報を対象と
して選び、形態表現型を 501 もの観点で定
量的に数値化できるシステムを構築した
（Ohtani M ら(2004)）。このシステムでは
まず出芽酵母細胞の３つの染色対象、細胞
壁、パッチ状のアクチン細胞骨格、核 DNA
を蛍光試薬で染色し、蛍光顕微鏡により
200 個以上の細胞の三重染色像を取得する。
その後で細胞形態定量化プログラム
CalMorph（カルモルフ）による画像処理
を行い、細胞の外形、細胞周期の特定の時
期における細胞骨格の配向、細胞中の核の
位置関係など、合わせて 501 の観点から細
胞周期ステージ別に集計して出力する。こ
の 501 という高次元の定量的な表現型解
析を一倍体非必須遺伝子破壊株全 4,718 株
で行い、遺伝子産物の機能と表現型との間
の関係を明らかにすることを試みた。その
結果、950 の遺伝子機能について、同一の
細胞機能に関わる遺伝子の破壊株は比較
的類似した表現型を示すことを統計的に
示し、形態情報の類似性から遺伝子の機能
をある程度予測することができることを
示した（Ohya Y ら(2005)）。その後、研究
代表者が中心になって以下の研究成果を
おさめてきた。 
 
❶ 表現型分類方法の確立：複数回（５回）
の測定データを用いたクラスター解析に
より表現型分類を可能にし、58 の Ca2+感
受性変異株（Ohnuki S ら(2007)）と温度
感受性グルカン合成酵素変異株（Okada H
ら(2010)）を用いて表現型に類似性がある
と遺伝子機能も類似することを明らかに
した。 
❷形態プロファイリング法の開発：形態に
関する高次元表現型データから類似した
表現型パターンを持つ変異株を統計的に
探索する技法を開発し、薬剤の標的予想を
可能にした（Ohnuki S ら(2010)）。 
❸複雑な表現型情報のマイニング：二回連
続した主成分分析を行なうことで、疎構造
で複雑な 501 次元表現型情報から単純か

つ独立な視点からの解析を可能にした
（Ohnuki S ら(2011)）。 
 
２．研究の目的 
 今まで研究代表者らは出芽酵母の細胞
形態を主にして表現型を高次元で定量的
に行うことにより、遺伝子欠損による表現
型が似ていると遺伝子機能も類似するこ
とをゲノム規模で明らかにしてきた。本研
究計画ではさらに超多次元の拡張パラメ
ータを作製し、遺伝子産物の局在位置・形
態情報を定量化するシステムの構築を行
なう。さらに高速化した表現型計測システ
ムを導入することで、標的未知の薬剤につ
いて、標的予想を行い、形態プロファイリ
ングによる標的予想システムの有用性を
実証する。他のモデル生物でも類をみない
この野心的な試みは、細胞システム全体を
視野に入れた動作原理の理解につながる
だけでなく、機能未知遺伝子の機能の同定、
遺伝子の新規機能の発見、薬剤の標的タン
パク質の探索、醸造用酵母の育種などの研
究で世界中の多くの研究者や産業界にと
って有用な知的資産になる。 
 
３． 研究の方法 
 酵母細胞内に局在する構造体のパター
ンは、「細胞の外形」、「粒子状」、「線状」、
「領域を持った構造」、「細胞の一部」、「構
造体の外形」、「ネットワーク構造」、「混合
体」の８つに分けられる。そこでこれらに
ついて幾何学的な見地から定量化できる
パラメータを作成し、多くの人が解析利用
できる詳細な定量表現型解析システムを
構築する。 
 高速化した表現型計測システムの導入
には、自動蛍光顕微鏡写真撮影システム
(IN Cell Analyzer 2000)を使用し、標的未
知の薬剤の標的予想については、以前我々
が開発した形態プロファイリング法
（Ohnuki et al. 2010）を適用する。 
 
４．研究成果 
4.1 超多次元の拡張パラメータを使った解
析 
 出芽酵母の細胞外郭（細胞壁や細胞膜）、
核 DNA 領域、アクチン、液胞、ミトコン
ドリア、微小管、微小管集合中心、セプチ
ンリング、シスゴルジ、トランスゴルジ、
オイル顆粒などからデジタル画像の抽出
を行い、細胞構造体の定量解析を行える共
通システムを構築した。 
 膜で囲まれたオルガネラは、必ず細胞内
である領域を占めるが、光学顕微鏡の解像
度が 0.2μm であることから、画像中では
酵母の小さな顆粒やオルガネラはほぼ点



として認識される。細胞骨格の場合には管
ではなくて線として認識される。したがっ
て、酵母の細胞内部のオルガネラの形状を
「領域」、「点」、「線」のいずれかであると
捉えることができた。 
 実際にオルガネラ画像を抽出する際に
は、画像抽出に使われるマセマティカル・
モルフォロジーの一般的な手法全てが適
応可能だった。画像中の細胞領域は、大津
法などの二値化、セグメンテーションに必
要な画像抽出法を使って行なった。その後
芽の付け根部分を特定して、母細胞と娘細
胞の部分に分割した。 
 液胞の酸性化は液胞加水分解酵素の活
性の維持等に重要であり、液胞膜に存在し
ているプロトン輸送性 ATP 加水分解酵素
（V-ATPase）が中心的な役割を果たして
いる。 本研究では、V-ATPase の活性を特
異的に阻害するコンカナマイシン A 
(conCA)を用いて、酸性コンパートメント
の酸性化を抑えた時に液胞タンパク質が
どのように局在変化するのかを定量的に
解析した。Huh ら（2003）が作成した GFP
コレクションを用い、液胞もしくは液胞膜
に局在している 73 個のタンパク質につい
て 、 conCA 処 理 に よ る 局 在 変 化 を
CalMorph を用いて定量的に解析したとこ
ろ、19 個のタンパク質で局在変化が確認さ
れた。 
 
4.2 高速形態表現型計測システムの構築 
 出芽酵母の蛍光顕微鏡画像に基づく表
現型情報を取得する作業は、（１）細胞の
培養、（２）細胞の染色（細胞壁、アクチ
ン、細胞核）、（３）顕微鏡画像の取得、（４）
表現型パラメータ情報の取得、からなるが、
（１）〜（３）の部分については手作業に
よって行われてきた。その中でも特に顕微
鏡画像の取得の部分がさらなる高速化が
必須条件だった。今回、自動蛍光顕微鏡写
真撮影システム IN Cell Analyzer 2000 を
使い、100% PBS/80% グリセロールを含
む溶液中で観察することで、CalMorph で
解析することが可能な良質の顕微鏡画像
を取得することに成功した。繰り返し取得
された画像定量情報と、これまでに既に取
得されている野生型 126 回分の情報を比
較することで、自動化によって得られる画
像情報の品質を検証した。 
 
4.3 バニリンの細胞内標的予想 
 近年、化石燃料の代替エネルギーとして
バイオエタノールが注目されている。特に
廃材や農業残渣などの木質系バイオマス
から糖化、発酵を経てエタノールを産生す
る技術は、未利用資源の有効活用という観

点から大きな期待を集めている。しかしな
がら木質系バイオマスを糖化した際に副
産物として生じるアルコール発酵阻害物
質が大きな問題となっており、酵母の生育
や発酵を阻害するメカニズムの解明が強
く求められていた。なかでもリグニンから
生じるフェノール関連化合物であるバニ
リンがもっとも強い阻害効果を持つこと
が知られていたが、酵母におけるバニリン
の標的と作用機作についてはわかってい
なかった。 
 我々は、酵母の特徴の形態学的な分析か
らバニリンの標的を予想した。まず
CalMorph 画像解析システムによって 501
の観点から酵母の形を解析した。次に統計
学的に薬剤処理細胞と 4,718 株の出芽酵
母の非必須遺伝子破壊株の形をOhnukiら
の方法（2010）に従って比較した。形に基
づくプロファイリングの結果、バニリン処
理細胞はリボソーム大サブユニットの幾
つかの欠損株と有意に類似していること
が明らかになった。このことは、バニリン
がリボソームの機能、つまりタンパク質合
成を阻害していることを示唆している。実
際に、ポリソーム解析でその予想を確認し
たところ、バニリンの標的が酵母のリボソ
ームであることが分かり、バニリンの発酵
阻害メカニズムが初めて明らかになった。 
 
4.4 新規抗真菌剤 Poacic acid の細胞内標
的予想 
 ウィスコンシン大学の Jeff Piotrowski
研究員は、木質系バイオマスの主成分であ
るリグノセルロースの加水分解産物の中
から、酵母を含む真菌の生育を強く阻害す
る桂皮酸誘導体を見つけ出し、それをポア
シン酸と名付けていた。しかしながら、ポ
アシン酸が酵母の細胞内のどこに作用し
ているはわかっていなかったために、形態
情報に基づいた細胞内の標的を行うこと
にした。蛍光顕微鏡画像の画像解析システ
ムを用いて、細胞の形に注目して、ポアシ
ン酸を加えた出芽酵母の細胞と類似した
遺伝子破壊株の細胞を探したところ、細胞
壁を合成できなくなった幾つかの遺伝子
破壊株の細胞とポアシン酸を加えた出芽
酵母の細胞が顕著に類似していることが
明らかになった。その後、実際にポアシン
酸が出芽酵母の細胞壁の合成を阻害して
いるかを検証した。ポアシン酸は蛍光を発
する物質だったが、ポアシン酸を出芽酵母
の細胞に加えると細胞の外側にある細胞
壁のグルカン層の部分に蛍光が認められ、
細胞壁の主要な構成成分であるβ-1,3-グ
ルカンがポアシン酸と結合していること
が明らかになった。さらに出芽酵母の細胞



にポアシン酸を加えると、β-1,3-グルカン
が合成できなくなることもわかった。この
ことからポアシン酸は細胞壁のグルカン
層に結合し、β-1,3-グルカン合成を阻害す
る働きがあることが証明された。 
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